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PROCEDIMIENTO COLORIMITRICO
PARA LA DETERMINACION CUALITATIVA




Ante todo, queremos advertir a lc,s especialistas on
analisis do leches que jamas hemos hecho estudios prac-
ticos on relaci6n con tal especialidad y que este trabajo
no tiene apenas pasado embrionario. Ha sidu concebido^
y ejecutado casi simultaneamente. He aqui c6mo:
Buscando cn obras de Oulmica y Tecnica Histol6gica,
no sabemos que, algo relacionado con las propiedades
del formal (reactives quo le caracterizan, etc., etc.), sin
hallar lo quo, do memento, nos interesaba, nos acudi6
esta idea: utilizandose el formal para la conservaci6n de
la leche, quiza on obras do Inspecci6n do alimentos en-
contremos datos quo nos lean fitiles.
Efectivam.ente, hojeando algunas de estas obras, prin-
cipalmente la de nuestro companero el Dr. Morros, pru-
fesor de la Escuela de Veterinaria de Le6n, tuvirnos ocasi6n
de enterarnos de los diversos procedimientos utilizados
por lc,s especialistas i ra la determinaci6n del formal en
la leche. Pero, si bien cs cierto que, on principio, todos
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los procedim.ientcs corrientemt me usados nos parecieron
suficientemente sensibles, no nos dejaron satisfechos en
cuanto a la facilidad para ejecutarlos. Es imposible, nos
dijimos, que quienes por su cargo oficial, han de hacer
todos los dias analisis de Icche, intenten siquiera averiguar
si tiene o no formol.
Entonces se nos ccurrio que, sin habcr pensado en
cilo, habiamos descubierto, hacia tiempo, un metodo facil,
seguro y economico para determinar el formol en ]a leche.
Este m.etodo era precisame.nte el que usabamos corriente-
mente en nuestros estudics de Histologia: el metodo de
coloraeion de los tejidos con la fucsina y el formol.
Nuestro metodo de•coloraci6n de lcs tejidos se funda
en ]a propiedad que posee c] formol de transformar en
violeta c] color rojo de ]a fucsina, convirtiendola en un
cuerpo poco o nada soluble en el agua y aun en el alcohol.
El formol es, pues, un virofijador de ]as coloraciones
obtenidas con la fucsina.
El metodo de coloraeion a que nos referimos se ejecuta
del siguiente modo:
i.° Fijacion de los tejidos en formol a] io por ioo.
2.° Cortes por congelaci6n.
3.° Cs,loraci6n con la fucsina de Ziehl diluida al
5 por ioo (agua destilada, zo centimetros cubicos; fucsina
de Ziehi, X gotas), cinco minutos.
4.° Lava.do en agua.
5.0 Virofijacion en formol al i por ioo (agua desti-
lada, zo centimetros cubicos; formol, 11 gotas), cinco mi-
nutos.
6.° Lavado on agua.
7.° Deshidrataci6n en Ios afcoholes de 95° y absoluto.
8.° Aclaramiento en ailol fenicado al .5 por roo, o
esencias de bergamota, oregano, etc.
Los nucleos se tinen en violeta intense; Ios protoplas-
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mas, en violetaL palido; los hematies en amarillo rojiz.^;
etcetera, etc. (Para mas detalles, veanse nuestros trabajos
publicados en ((Treballs de la Societat de Biologia de
Barcelona))).
Es este un metodo de coloracion que, entre otros,
posee la ventaja de poder ser ejecutado en cualquier
laboratorio, por escasos que scan sus recursos, ya que
no exige sino el empleo de la fucsina de Ziehl, que tanto
se emplea en la coloracion del bacilo de Koch, y el formol,
antiseptico y fijador tan conocido y On utilizado.
Se cotnprendera bien, ahora, que, en posesion de estos
dttos, Cl problema de la determination del formol en la
lechc no habia de parecernos dificil. Nos bastard, nos
dijimos, agregar unas gotas de fucsina de Ziehl a la leche
que contenga formol para que adquiera un color violeta.
Unicamente podia preocuparnos si nuestro procedi-
miento stria lo suficientemente sensible para apreciar las
pequefias cantidades de formol que de ordinario se em-
plean para conservar la leche.
A este fin, tratamos de enterarnos, ante todo, de este
importante detalle: cantidad de formol que se suele agregar
a la leche para lograr su conservation. Pronto encontramos
lo que nos interesaba. Segun afirmacion de los especia-
listas, para conservar la leche se acostumbra a agregar
formol en la proportion de r por 500.
El problema estaba resuelto, ya que nosotros sabiamos
por multiples ensayos, que los tortes tenidos en rojo con
la fucsina, adquirian el color violeta en soluciones de
formol al i por i,ooo, y aun mas diluidas.
Comenzamos entonces nuestros ensayos. Preparamos,
a este efecto, unos cuantos tubos de ensayo conteniendo
to centimetros cubicos de leche. Agregamos a cada uno
X gotas de fucsina de Ziehl. Agitamos, pasta lograr que
fa leche adquiriese un tinte rosa uniforme. Vertimos en
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uno de estos tubos una gota de formol del comercio (so-
lucion acuosa at 40 por ioo). Rapidamente la leche, antes
de color rasa, adquirio un tinte violeta intenso. Luego
diluimos el formol at i por io, y echamos una o varias
gotas de esta solucion en otros tubos que tenian leche
con fucsina. En todos ellos aparecio el color violeta, pero
con estas particularidades: la coloracion violeta fue tanto
mas intensa cuanto mayor la proporcion de formol y la
aparicion del color violeta tanto mas tardia cuanto menor
numero do gotas de la solucion de formol utilizaba.
1:l problema practico, esto es, averiguar si la leche
conticne formol en proporcion do i por 500, estaba re-
suclto. Pero, adcmas, aparecio en germen otro problema
que, aunque no de caracter practico inmediato, valia la
pena de estudiarle: determinar los limites de sensibilidad
de la fucsina para el formol, y averiguar, por la diver-
sidad de tonos violetas, la proporcion del formol en la
leche.
A este fin, dispusimos una serie de tubos de ensayo
conteniendu cada uno io centimetros cubicos de leche y
una o varias gotas de solucion de formol at i, por io o at
i por zoo, hasta obtener diluciones desde el i por 500
al 1 por 100,000. Agregamos dcspues a cada tubo X gotas
de fucsina de Ziehl y agitamos hasta obtener una colora-
cion rosa uniforme. A los pocos segundos se marco ya
el color violeta en el primer tubo (1 por 500), y mas tarde
fue aparecicn.do en los dr m.as. En los ultimos tubos (i por
50,000 y 1 por 100,000) no se hizo sensible el color violeta
hasta las ocho o diez horas. Transcurrido este tiempo
obtuvimos una gama de matices, d_sdo el violeta azula&
intenso al rosa violaceo debil.
Preparando otra serie de tubos en las mismas condi-
ciones que la anterior, logramos los mismos matices vio-
letas, y, entonces, tomando al azar los diferentes tubos
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de la uitim.a scrie y comparandoios con los do la primera,
pudimos determinar exactarnente la cantidad do formol
contenida on cada uno.
Terminada ya nuestra labor, y un tanto satisfochos
por el exito obtenido, aunque no en igual grado quo al
finalizar otros trabajos, pura y simplemente porque este
estaba fuera de nuestro campo y apenas ncs preocupo,
no decidimos publicar inmediatamente este articulo, de,
jandolo para cuando tuvieramos terminadas otras tareas
que nos interesaban bastante ma,-,.
En este tiem.po, hojeando, por casualidad, la monu-
mental obra do Deniges, Precis de Chiinie analytique, nos
sorprendio el hecho de encontrar un metodo colorimctrico
de este sabio y, precisamente, p<ua la dcterminacion del
form.ol on la leche. Nuestra sorpresa subio do panto,
cuando, a la primera lectura del citado metodo, nos pa-
reci6 que era igual al nuestro, pero nos tranquilizamos
cuando, estudiandolo dctenidamcnte, pudimos convencer-
nos de que diferia bastante.
El metodo do Deniges esta fundado on la bien conocida
propiedad do Its aldehidos do rocolorar la fucsina previa-
mente decolorada.
Para hallar el fcrmol on la leche, Deniges utiliza el
reactivo do Schiff (fucsina bisulfitica) y no el reactivo
do Leys quo aunque m.as sensible, tarda m.as on deco-
lorarse.
El reactivo do Schiff se prepara del m.odo siguiente:
Sc toma un gramo do fucsina y se disuelve en un litro
do aqua caliente. So deja enfriar y, cuando esta templada
(temperatura de Ia mano), se vierte on un frasco do vidrio,
con tapon csmorilado, y so anaden 20 centim_tros ciibicos
de bisulfito sodico de 360-4oo Baume. So agita y, al Cabo
do diez minutos do contacto, se vierten 20 ccntfinetrrs
cubicos do acido clorhidrico puro (D = i`o8) y se vuelve
t
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a agitar. A las dos horas, la decoloracion, quo se com-
picta p( r cl tiempo, cs lo suficiento para poder emplear
el rcactivo.
Teniendo ya preparada la fucsina bisulfitica, so in-
v(stiga cl fcrmol en la leche en esta forma: A io o 12 cen-
timetros cubicos de la leche so agrega z centimetro cubico
del rcactivo; la aparicion do un tinte carmin bastante
intenso, al minuto o a los drys m.inutos de contacto, per-
mite ya suponer la existencia del formol. So dejan trans-
currir cinco o seis minutes. Entonces se anaden 2 centi-
metros cubicos prosim.amente do acido clorhidrico puro
y se agita. Si la leche no contiene formol, la mezcla final
es bianco arnarillenta como la leche, aunque antes do
agregar c.1 CIH tuviese ya color rcjee. Si contiene formol
se prkduco un tinte final azul violacco, mas o monos in-
tenso, Begun la proporcion de fcrmol. El tinte es muy
apr(ciable aun con dos c trey centigram-,s duo fcrmol (anhi-
dre) per litro y so acentua siempre con el tiempo.
Si se qua re ma.s rapidez, so hierven on un tubo 2 6 3
cen.timetr( s cubicos de kche; se afladen X a XV gotas
de fucsina bi:.ulfitica y se enfria inmediatamente en agua.
La mezcla final cs azul si no hay formol, azul violeta en
el c,^so contrario.
Sc puede lograr un m.etodo colorimetricc proccdiendo
asi: to ccntimctros cubicos de leche y otro tanto de agua;
IV-V gotas de acido acetico cristalizable. Se agita, y ver-
tiendo 5 centimetros cubicos de reactive de ioduro do
morcurio (el que se emplea en la d,sificacion volumetriea
de la cascina), so agita y so filtra. Al filtrado, perfecta-
mer_te 1intpid-, anade r centimetro cubico do fucsina
bis.iilfftica. S_o agita; a lcs dos minutes se agregan 2 cen-
timutros cub:ccs duo acid, clorhidrico con un centigramo
de f, rm' i per litro de leche: coloracion violeta fuerte.
Del liquid) asi obtenido so podra dosificar colorimetrica-
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mente, comparando segun los metod,,s usuales, el tinte
producido con el quc dara una soluc16n titulada de formol
tratado en iguales condiciones.
Hems detallado el metodo de Deniges porque nos
parecia poco serio guardar silencio y, poor todavia, citar
de pasada, un metodo que indudablemente tiene alguna
semejanza, aunque remota, con el nuestro.
Observese que dificren el uno del otro en estos prin-
cipales detalles:
i.° El metodo de Deniges se funda, lo repetimos una
vez ma-,, ten la propiedad do los aldehidos de recolorar
la fucsina previamcnte decolcrada; el nuestro en la pro-
piedad del formol (ignoramus si so compcrtan de igual
manera otros aidehidos) do transformar en violeta el color
rojo do la fucsina. 2.° El metodo do Deniges exige cl em-
pleo de la fucsina bisulfI:tica, decolorada por el acido
elorhidrico, que, aunque facil do preparar, no es de use
corriente on los laboratorios on que se hate analisis do
lecho; nuestro metodo se ejecuta con la fucsina de Ziehl,
colorante que no falta en ningun laboratorio en que se
haga lo mas elemental de analisis bacteriologico o histo-
logico. 3.0 El metodo de Deniges, podria ser, no hcrnos
intentado comprobarlo, mas sensible y tan seguro comp
el nuestro, pero este resulta en la practica miss facil y
mas economico.
CONCLUSIONES
i.a Nuestro me*odo do coloracion do los tejidos, con
la fucsina y el formol, puede ser aplicado a la determi-
nacion cualitativa y cuantitativa del formol en la leche.
2.a Se funda nuestro metodo en que el formol actua
como virofijadcor de la fucsina. (Transforms on violeta
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el color rojo de la fucsina y la hace insoluble o p(;co so-
luble en el agua y en el alcohol.)
3.a La leche quo contiene formol, cuando se la agrega
unas gotas de fucsina de Ziehl (a io centimetros cubicos
de leche, X gotas de fucsina de Ziehl), adquiere un color
rasa que al poco tiempo (instantaneamente si la leche
contiene una cantidad superior al uno por quinientos)
se pace violeta, m.as o menus azul o mas o menus rosa,
segun la prcporci6n de formol.
4. Esta reaccion es sensible con una diluc16n de
formol al i por ioo,ooo.
5.a Para la determinacidn cu;ntitativa del formol en
la leche, hay quo preparar previamente una serie de tubos
con io centimetres cubicos de leche, agregar a cada uno
X gctas de fucsina de Ziehl y, on fin, las gotas necesarias
de soluciones al i per io 6 al 1 por ioo de formal, para
obtener diluciones desde i per 500 al i por ioo,ooo, con
to que se consigue una escalz^ de colores que va desde el
violeta azulado al rosa violaceo.
6.a Nuestro metodo colorimetrico difiere del metodo
de Deniges on que este se funda on la propiedad de los
aldehidos de recolorar la fucsina previamente deculorada,
y per ello es preciso usar la fucsina bisulfitica tratada
con el acido clorhidrico.
7.' Creemos preferible, en la practica corriente, nues-
tro metodo al de Deniges, porque, adem.as de scr tan
seguro y tan sensible, es mucho mas facil de ejecutar y
mas economico.
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